正常造血稳态的维持有赖于造血微环境。造血微环境是由一群组织细胞和细胞外基质构成的，通过细胞间接触和信号分子的作用维持和调控造血干细胞（HSC）的局部组织微环境[@b1]，其功能单元称为niche。按解剖位置，骨髓造血微环境可分为骨内膜微环境和血管微环境，前者主要由成骨细胞、破骨细胞等组成，后者主要由血管内皮细胞、富含CXCL12的网状细胞组成。其他niche细胞包括Nestin^+^间充质干细胞（MSC）、巨噬细胞、无髓鞘Schwann细胞等[@b2]。

目前研究认为，白血病起源于白血病干细胞（LSC），细胞群体内部存在等级分化[@b3]。LSC是指能够自我更新和分化成白血病细胞群体中所有细胞的一类恶性干细胞，被认为是维持白血病细胞群体、复发和耐药的根源[@b4]--[@b5]。白血病发展过程中始终存在恶性细胞与正常造血细胞的竞争。白血病细胞直接或通过恶化造血微环境影响正常HSC的数量和功能。

一、白血病微环境下造血干祖细胞（HSPC）动力学变化

Hu等[@b6]利用Notch1诱导的小鼠急性T淋巴细胞白血病（T-ALL）模型首次证明正常HSC和造血祖细胞（HPC）对白血病微环境的反应不同。研究发现，正常HSC（Lin^−^c-Kit^+^ Sca-1^+^, LSK细胞）和HPC（Lin^−^c-Kit^+^Sca-1^−^, LSK^−^细胞）在白血病宿主体内的增殖均受抑制，但后者在移植早期出现一过性增多。细胞周期检测发现白血病宿主体内HSC更多地进入静止期，HPC则过度增殖而逐渐耗竭，从而解释了白血病状态下正常造血受抑的原因。令人惊讶的是，白血病宿主体内分离出的HSC在二次竞争性移植时反而表现出比正常供体来源的HSC更强的造血重建能力，表明白血病状态下正常造血的抑制是可逆的，正常HSC可能通过某种涉及细胞周期的机制使其数量和功能得以保存。Miraki-Moud等[@b7]利用急性髓系白血病（AML）异种移植模型再次证明，在人白血病病程的早中期，正常长期造血干细胞（long-term HSC, LT-HSC）不减少，体外长期培养启动细胞和体内移植后重建细胞数量甚至高于对照组；正常HPC数量则显著下降。细胞周期检测发现处于分裂期的正常HSC减少，提示白血病抑制正常造血并非是通过削减正常HSC的数量，而是抑制其分化。在AML患者确诊时的骨髓穿刺和活检标本上也发现了同样的现象。

Tian等[@b8]进一步研究发现，白血病环境下，细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂（cyclin-dependent kinase inhibitor, CKI）家族成员p21及其上游调控分子Hes1在HSC中表达增加，而在HPC中无明显变化。p21已被证明对于维持HSC的静息状态和自我更新至关重要[@b9]--[@b10]，Hes1被证明能抑制HPC的增殖[@b11]。Cheng等[@b9]的研究显示，过表达Hes1可保护HSPC，抵抗白血病环境对其数量和功能的抑制；过表达Hes1的HSPC进入G~0~期的比例增多。以上结果表明，Hes1-p21信号通路介导了HSC和HPC对白血病环境的不同反应。

二、白血病对骨内膜造血微环境的影响

Ishikawa等[@b12]在AML异种移植小鼠模型上发现，CD34^+^ CD38^−^人类白血病干细胞归巢并定居在骨骺处成骨细胞丰富的骨内膜表面，这些部位原本是正常HSC的微环境[@b13]。但Ishikawa的实验模型经过放射处理，不能排除射线对骨内膜微环境的破坏。Ninomiya等[@b14]利用未照射的AML异种移植模型证实白血病细胞归巢、定居并在骨内膜表面活跃增殖，且与成骨细胞直接接触。Frisch等[@b15]在未照射的AML小鼠模型上研究了白血病对成骨细胞的影响，发现在肿瘤负荷较低、外周血中尚检测不到白血病细胞的情况下，即可出现成骨细胞数量减少，功能受抑，长骨骨量明显减少。此时破骨细胞仅一过性增多，抑制破骨细胞只能部分逆转骨质的丧失，说明白血病致骨质减少的原因并不仅是破骨增多，而是成骨与破骨的失衡。鉴于成骨细胞对HSC扩增和移植后存活的促进作用[@b16]，这些研究结果提示白血病细胞可能通过影响骨内膜微环境来抑制正常造血。

在此基础上，Schepers等[@b17]利用BCR-ABL条件性诱导小鼠慢性髓性白血病（CML）模型证明CML将骨内膜niche改造成了有利于白血病细胞生长的肿瘤niche。研究发现，CML的发生发展引起成骨细胞显著增生、小梁骨形成增加和骨髓纤维化，而这些变化可随着BCR-ABL基因表达的关闭而被逆转。增生的成骨细胞是由MSC在肿瘤细胞的刺激下增殖分化而来的，其支持正常造血的功能严重受损，表现为与发病小鼠来源的成骨细胞共培养的HSC移植后定居能力明显下降，而LSC不受影响。

多种细胞因子参与了白血病细胞对正常造血微环境的改造。Frisch等[@b15]的体外实验表明，白血病细胞分泌的细胞因子足以造成骨质的丧失，其中趋化因子CCL3（又名MIP-1α）可能起了重要作用。Baba等[@b18]进一步证实，白血病细胞表达的CCL3与正常造血细胞表面的CCR1和CCR5相互作用，使白血病细胞获得生长优势，并促进正常HSPC从骨髓动员到外周血中，可能是白血病导致正常造血受抑的机制之一。Schepers等[@b17]的研究也显示，白血病细胞刺激MSC增殖除需要细胞间直接接触以外，还有TPO和CCL3的参与。另外，Zhang等[@b19]在BCR-ABL诱导的小鼠CML模型上发现，白血病细胞分泌的MIP-1α、MIP-1β、IL-1α、IL-1β、TNF-α等因子抑制正常LT-HSC的增殖而有利于LSC的增殖。白血病细胞分泌的G-CSF增多，使骨髓基质细胞表达CXCL12减少，导致正常LT-HSC移植后归巢和定居到骨髓的数量减少。而且CML患者骨髓活检显示，伊马替尼治疗后骨髓CXCL12表达有所增加但仍明显低于正常水平，提示传统治疗手段不能完全逆转白血病引起的骨髓造血微环境的改变，可能是治疗后复发和正常造血恢复不佳的原因。

以上研究在揭示了白血病对骨内膜微环境影响的同时，也显示出不同疾病类型的显著差异。例如，AML与CML骨髓中均发现CCL3表达增加，前者的效应是骨质丧失，而后者的效应是骨形成增加。这说明白血病细胞对造血微环境的影响与其类型和生物学特性有关，或者还有其他在两类疾病中表达明显差异的因子参与其中，有待进一步探究。

三、白血病对血管造血微环境的影响

白血病对血管微环境的重塑也涉及肿瘤niche的形成。Sipkins等[@b20]利用多光子共聚焦显微镜体内实时成像技术，在Nalm-6急性B淋巴细胞白血病（Nalm-6 pre-B-ALL）SCID小鼠异种移植模型中研究了白血病细胞与骨髓微环境的动态相互作用，发现白血病细胞主要迁移至表达E-选择素和SDF-1的血管区域，而该区域在正常情况下是CD34^+^HPC归巢的部位，提示白血病细胞利用了正常的血管niches。Colmone等[@b21]进一步研究发现，这些被白血病细胞定居的血管niches相比正常对照，SDF-1水平显著下降，致使正常HPC归巢到非典型区域。但HPC并不在这些非典型区域或无瘤区定居，而是继续迁移至SDF-1阴性的肿瘤区，提示肿瘤细胞创造了一个能够募集HPC的肿瘤niche。然而，新生成的肿瘤niche不能维持HPC的数量，还降低了HPC的动员能力。肿瘤niche对正常HPC的影响与该niche中白血病细胞分泌的干细胞因子（SCF）有关，其效应可被SCF中和抗体阻断。

白血病骨髓微环境存在明显的低氧状态[@b22]，促使低氧诱导因子（HIF-1）表达增加，继而上调VEGF、血管生成素（angiopoietin）等促血管生成因子，促进肿瘤血管形成[@b23]--[@b24]。除了细胞间直接接触和传统的VEGF信号通路外，Ohyashiki课题组[@b25]--[@b26]发现低氧促进了白血病细胞释放包涵miR-210等多种miRNA的外体（exosome），将这些miRNA转运至内皮细胞，通过抑制抗血管生成因子EFNA3的表达，促进内皮细胞形成血管结构。这些发现提示表观遗传因素（非编码RNA）参与了白血病状态下微环境的重塑。低氧对维持HSC的静息状态起重要作用[@b27]--[@b29]，可能是白血病环境引起HSC动力学变化的机制之一。

另外，Wang等[@b30]最近研究发现，niche细胞尤其是内皮细胞Notch/RBPL信号通路受阻可使miR-155表达上调，激活NF-κB，使G-CSF、TNF-α等促炎因子大幅增多，Hes1表达减少，致髓系祖细胞大量增殖，引起类似骨髓增殖性疾病的表型。ALL模型中发现白血病环境下HPC过度增殖[@b6]，以及CML中HSC向脾脏迁移[@b19]可能就与niche细胞信号通路异常所导致的骨髓炎性环境有关。

四、白血病对其他微环境成分的影响

Medyouf等[@b31]对骨髓增生异常综合征（MDS）患者研究发现，原本支持正常造血的MSC经恶性微环境改造后，反而支持MDS表型的维持，其重要的黏附分子和受体表达发生了显著改变。Geyh等[@b32]的研究结果显示，MDS患者的MSC生长受抑，衰老细胞比例增加，成骨分化能力受损，原因可能是HOXB1、PITX2、TBX15等与细胞增殖、成骨分化相关的基因甲基化状态和表达水平发生了变化。另外，Kit-ligand、osteopontin、Angpt1、Jagged1等介导MSC与HSPC相互作用的细胞因子在患者MSC表达水平明显区别于健康人，以致其在体外支持HSPC生长的能力减弱。而且，健康人HSPC与患者MSC共培养后G~0~期细胞增加, G~1~期减少，表明MSC能直接影响HSPC的细胞周期。与Hu等[@b6]的研究结果相呼应，Geyh等发现MDS患者的HSPC处于G~0~期的比例增多，而与健康人MSC共培养可在一定程度逆转早期MDS患者HSPC细胞周期的变化。

单核-巨噬细胞对于HSPC滞留在骨髓起重要作用。G-CSF能去除骨髓中的单核-巨噬细胞，尤其是CD169^+^巨噬细胞，造成骨髓基质细胞分泌的CXCL12显著减少，Nestin^+^ MSC表达的与保存造血干细胞有关的分子减少，HSPC被从骨髓中动员出来[@b33]--[@b34]。Zhang等[@b19]发现CML环境中G-CSF增多，导致正常LT-HSC从骨髓迁移到脾脏，其中可能也有单核-巨噬细胞的参与。此外，Mussai等[@b35]发现AML白血病细胞通过上调精氨酸酶，影响微环境中L-精氨酸代谢，使单核细胞极化为有免疫抑制特性的M2型，同时抑制了正常HSPC的增殖。其效应可被精氨酸酶抑制剂逆转。

五、总结与展望

综合以上研究成果，在白血病发展过程中，白血病细胞将正常造血微环境改造成了有利于自身生长而抑制正常HSPC的白血病微环境。正常HSC在白血病微环境中多数进入静止期，不能分化为HPC；HPC则过度分裂增殖，逐渐消耗，最终导致正常造血受抑。正常HSC的这种变化是可逆的，但传统治疗手段往往不能充分逆转白血病对骨髓造血微环境的影响，因此亟需寻找新的治疗靶点来特异性抑制LSC，促进正常HSPC数量和功能的恢复，从而提高白血病患者的生存质量和时间，减少对血制品的依赖，也为造血干细胞移植提供更加有利的条件。

目前的研究仍存在一些问题：首先，诸多证据表明，不同发育阶段的HSC具有各自独特的niches[@b1],[@b36]。正常HSC和HPC对白血病的不同反应可能就是受不同niches调控的结果。因此在未来的研究中需要将白血病对微环境的影响细化到具体的niche成分，将对正常HSPC的影响具体到各个分化阶段的细胞。这对寻找niche细胞和不同阶段HSC的特异性表型提出了挑战。其次，实验模型需进一步优化。同种移植和异种移植小鼠模型能够多大程度反映人类造血微环境的变化尚不确定；不同白血病类型对微环境的影响是否有差异，其结论是否通用还待证实。第三，鉴于白血病通过影响造血微环境来抑制正常造血，且诸多研究证明这种抑制作用是可逆的，关注表观遗传调控在其中的作用，尤其是对正常HSC细胞周期的调控机制具有重要意义，或成为未来研究的一个重要突破口。
